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1.  Einleitung 
1.1  Hintergrund 
Eine Organtransplantation stellt weiterhin die Therapie der Wahl bei Patienten dar, die 
an einer terminalen Niereninsuffizienz leiden [1-4]. Durch viele Neuerungen, 
insbesondere auf dem Sektor der immunsuppressiven Therapie, konnten die 
Komplikationen in der Frühphase, d.h. innerhalb des ersten Jahres, zunehmend 
beherrscht werden [5, 6]. Im Rahmen von Studien konnten z. B. akute Rejektionsraten 
von 10-15% und weniger erreicht werden [7, 8]. Dies war zum einen durch die 
Entwicklung und den Einsatz potenterer Immunsuppressiva (Abbildung 1), zum anderen 
durch die Erstellung besserer therapeutischer Protokolle möglich.  
 
1950                                                                                                                           2008 
Abbildung 1: Entwicklung der Immunsuppression; Physikalische und medikamentöse 
Immunsuppression im Wandel der Zeit. AZA: Azathioprin, ATG: Anti-Thymozytenglobulin, MAP: 
Mycophenolsäure-Derivate, mTORi: mTOR-Inhibitoren, IL2RmAB: monoklonale Interleukin-2-
Rezeptor Antikörper 
Dieser Erfolg im ersten Jahr nach Nierentransplantation konnte jedoch nicht auf die 
darauf folgenden Jahre übertragen werden. Während im ersten Jahr nach 
Transplantation eine Überlebensrate von über 90-95%, im Gegensatz zu 50-60% 
Anfang der 80iger Jahre, erreicht wird, sind die jährlichen Verlustraten ab dem 
Folgejahr in den letzten 20-30 Jahren weitgehend stabil bei 3-5 % pro Jahr geblieben 
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[9]. Dies legt Nahe, dass für den Langzeitverlauf bzw. den späteren Organverlust noch 
weitere Faktoren eine Rolle spielen. In einem ersten Schritt kann man hier eine 
chronische Allograftdysfunktion (CAD) vom Tod mit funktionierendem Organ (DWFG) 
abgrenzen, die jeweils für etwa 30 – 40% der späten Organverluste verantwortlich sind 
[10, 11]. Die CAD, auch als chronische Allograftnephropathie bezeichnet, wird neben 
einer chronischen Abstoßungsreaktion, ebenfalls durch nicht-immunologische 
Ursachen hervorgerufen, zu denen chronisch-toxische Effekte von Calcineurin-
Inhibitoren, eine Rekurrenz der Grunderkrankung, wie beispielsweise eine diabetische 
Nephropathie, eine Oxalose oder eine fokal segmentale Glomerulosklerose (FSGS) 
gezählt werden können [12-14]. Histopathologische Kennzeichen einer CAD sind die 
Ausbildung einer tubulären Atrophie (TA) sowie eine interstitielle Fibrose (IF) mit einer 
fibrösen Verdickung der Intima der kleinen Arterien (FIT). Eventuell ist die CAD 
vergesellschaftet mit einer aktiven immunologischen Reaktion, die durch eine 
Einwanderung von leukozytären Zellen bzw. den Nachweis von abgelaufenen 
Antikörperreaktionen (C4d) gekennzeichnet ist [15]. In den letzten Jahren fand man 
unterschiedliche Risikofaktoren für die Entwicklung einer CAD, die einerseits 
spenderspezifischen (Spenderalter, Organqualität, Einfluss des Hirntodes), andererseits 
empfänger/behandlungs-spezifischen Ursachen (ethnischer oder genetischer 
Hintergrund, Wahl der immunsuppressiven Therapie, Rejektionen, Compliance) 
zuzuordnen sind [10, 16, 17]. 
Durch die Untersuchung des innatalen Immunsystems und seiner Effekte im Rahmen 
der Organtransplantation, im Speziellen des TLR-Systems, kommt es zu einem besseren 
Verständnis immunologischer Abläufe vor und nach einer Transplantation. Dabei gibt 
es zunehmend Evidenz für den Einfluss dieses Systems auf das Outcome der Patienten 
nach Transplantation [18-21].  
Zu Beginn wird im Spenderorganismus das angeborene Immunsystem durch den 
„Vorgang Hirntod“ aktiviert, wodurch unterschiedliche Signalwege zu einer 
Hochregulation pro-inflammatorischer Zytokine in den einzelnen Organen führen [22]. 
Die Aktivierung, bzw. die Entstehung einer „sterilen“ Inflammation im zu 
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transplantierenden Organ, führt nach Transplantation zu einer Aktivierung des 
patienteneigenen angeborenen Immunsystems, welches zeitnaher und intensiver 
erfolgt [23, 24]. Durch diese Vorgänge entstehen beispielsweise endogene Liganden 
der Toll-like Rezeptoren, wie die Hyaluronsäure, HMGB-1 oder Fibrinogen [4, 25] Diese 
„sterile“ Aktivierung stellt den Beginn einer Immunantwort dar, die eine verzögerte 
Transplantatfunktion (DGF), oder aber auch im weiteren Verlauf eine akute/chronische 
Rejektion begünstigt. (Abbildung 2) [11, 26, 27].  
Die kardiovaskuläre Mortalität und Morbidität stellen auch wegen einer steigenden 
Altersentwicklung der Transplantatempfänger ein zentrales Problem dar. Heutzutage 
sind die Patienten zum Zeitpunkt der Transplantation 10-15 Jahr älter als noch vor 20 
Jahren [28, 29]. Hinzu kommt aufgrund fehlender Spenderorgane eine Ausweitung der 
Kriterien bei der Auswahl der potentiellen Organspender, so genannter „expanded 
criteria donors“ [28, 30, 31]. Dabei können diese Organe eine vorbestehende Erhöhung 
der Kreatinin-Baseline zeigen oder von älteren Spendern bzw. von Spendern mit 
Komorbiditäten, wie arterieller Hypertonie oder manifester koronarer Herzkrankheit 
stammen [32]. Im Weiteren ist in der heutigen Zeit der Diabetes mellitus, ein 
kardiovaskulärer Hauptrisikofaktor, wichtigste Ursache einer terminalen 
Niereninsuffizienz [33, 34] 
Ebenso stellt die Gabe potenter Immunsuppressiva selbst einen Risikofaktor dar, da 
Nebenwirkungen dieser Medikamente wie Hyperlipidämie, Diabetes mellitus, arterielle 
Hypertonie oder auch Adipositas zu einer Amplifikation des kardiovaskulären Risikos 
führen [35].  
Ein weiteres Problem der hochpotenten immunsuppressiven Therapie sind Infektionen, 
die aufgrund einer hoch dosierten Therapie, z.T. mittels depletierender Antikörper, 
gehäuft in der Frühphase nach Transplantation auftreten können [22, 36]. Trotz einer 
prophylaktischen Gabe von Antibiotika, Virustatika bzw. Antimykotika enden diese bei 
einem Teil der Patienten weiterhin tödlich, wobei sich diese Zahl in den letzten Jahren 
im Vergleich zu Zeiten vor Einführung dieser hochpotenten Immunsuppression nur 
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unwesentlich verändert hat [37]. Bedingt durch eine längere Funktionsdauer der 
Transplantate, finden sich auch Probleme, die einer langsamen Entstehung unterworfen 
sind. Hier ist insbesondere der kanzerogene Effekt der Immunsuppressiva 
anzusprechen, der einerseits durch stärkere Pharmazeutika früh auftritt, andererseits 
erst nach langjähriger Exposition entstehen kann [38, 39]. Den größten Anteil machen 
die Hauttumoren aus, wobei Spinaliome dominieren. Maligne Tumore der Niere, des 
Urogenitaltraktes, maligne Lymphome, sowie Tumore des Magen-Darmtraktes sind 
ebenfalls gehäuft anzutreffen [40, 41]. 
Diese vielfältigen Probleme führten in den letzten Jahren zu Bestrebungen, eine 
angepasste Immunsuppression anzuwenden: „So viel Immunsuppression wie nötig, so 
wenig wie möglich!“. Dazu ist jedoch eine genaue Kenntnis des individuellen 
Risikoprofils unabdingbar. 
1.2  Das angeborene und das adaptive Immunsystem (IS) 
In höheren Wirbeltieren wird zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem 
unterschieden. Hierbei stellt das angeborene Immunsystem den evolutionär älteren Teil 
dar, der sich bereits bei niederen Tieren und Pflanzen wiederfindet. Im Gegensatz 
hierzu findet sich das adaptive Immunsystem nur bei höheren Wirbeltieren und ist in 
Entwicklung sowie Aufbau deutlich komplexer [2, 42, 43]. 
Die Wirkungsweise des adaptiven Immunsystems beruht auf einer Antigenspezifität mit 
entsprechender Prozessierung, die eine initial verzögerte Reaktion auf Antigene 
bedingt, aber um so schneller ablaufen kann, je häufiger der Organismus mit dem 
Antigen in Kontakt getreten ist, ein Prozess der Memory-Effekt genannt wird [44]. Die 
Möglichkeit des Rearrangements/ genetische Rekombination dient dabei der 
Anpassung an eine Vielzahl unterschiedlicher pathogener Strukturen [45]. Im Gegensatz 
dazu sind die Erkennungsmuster des angeborenen Immunsystems genetisch 
determiniert, wodurch eine rasche Immunantwort ermöglicht wird, da im Vorfeld keine 
komplexen Schritte zur Aktivierung nötig sind. Hierbei werden evolutionsgenetisch 
konservierte Strukturen von Pathogenen, die sog. pathogen-associated molecular 
Einleitung 
7 
patterns (PAMPs), regelhaft erkannt [4, 42]. Neben köperfremden, d. h. exogenen 
Liganden (PAMPs), die z. B. Oberflächenmoleküle bakterieller Organismen entsprechen, 
ist eine Aktivierung über endogene, d. h. körpereigene Liganden möglich [3]. Zu diesen 
zählen beispielsweise das high mobility group box protein-1 (HMGB-1), die Hitze-
Schock Proteine (HSP), Harnsäure, veränderte Matrixproteine und S100-Proteine, die 
aus nekrotischen sowie immunologisch aktivierten Zellen stammen können und als 
DAMPs (damage-associated molecular patterns) bezeichnet werden [46-49]. 
Das angeborene Immunsystem ist jedoch nicht nur die erste Linie der körpereigenen 
Abwehr, vielmehr bildet es auch die Schnittstelle zwischen Antigenerkennung und 
Aktivierung des adaptiven Systems [42]. 
1.3  Toll-like Rezeptoren 
Die Toll-like Rezeptoren (TLR) des menschlichen Körpers, als homologe Struktur der 
Toll-Rezeptoren der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster), sind ein wichtiger Baustein 
der angeborenen Immunität der höheren Vertebraten. Seit ihrer Entdeckung durch 
Medzhitov in den 1990er Jahren wurden mehr als 10 humane, genetisch determinierte 
TLR entdeckt (Tabelle 1) [4, 50]. Diese bestehen aus einer extrazellulären, leucinreichen 
Domäne und einer intrazellulären TIR-Domäne (Toll/IL–1 receptor domain) [51, 52]. 
Durch den Vergleich der Aminosäuresequenz von TLRs werden diese in 5 Rezeptor-
Familien eingeteilt. Zur ersten Gruppe gehören die TLR-1, 2, 6 und 10. Zur TLR-9 
Gruppe gehören weiterhin die Rezeptoren TLR-7 und TLR-8. TLR-3, TLR-4 sowie TLR-5 
bilden eigenständige Rezeptorfamilien [51].  
Tabelle 1:TLRs und ihre chromosomale Lokalisation 
TLR 
Genlokus 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
4p14 4q32 4q35 9q32-33 1q33.3 4p14 Xp22 Xp22 Xp21.3 4p14 
 
Neben den unterschiedlichen Zellen des Immunsystems, wie beispielsweise T-, B-
Lymphozyten, monozytäre, dendritische oder NK-Zellen, werden TLRs auch durch 
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Parenchymzellen wie z. B. die renalen Tubulusepithelzellen, den glomerulären Zellen 
oder den Mesangialzellen exprimiert [25, 53, 54]. Nach Aktivierung der TLRs mittels 
spezifischer Liganden erfolgt eine Signaltransduktion, die relativ einheitlich abläuft, und 
sich durch 2 große Kaskadenwege beschreiben lässt: MyD88- bzw. TRIF-abhängig 
(Abbildung 2) [52]. 
1.3.1  MyD88 abhängiger Weg 
Außer von TLR3 wird der MyD88-abhängige Weg von allen anderen TLRs benutzt [52]. 
Nach Aktivierung erfolgt eine Konformationsänderung des Rezeptors, so dass MyD88 
an dessen intrazelluläre Domäne binden kann. Im Weiteren folgt die Aktivierung der 
Interleukin-Rezeptor assoziierten Kinase (IRAK) und resultiert schließlich in der [52] 
 Aktivierung von AP–1 Transkriptionsfaktoren 
 Aktivierung des TAK1/TAB–Komplex, der über die IκB–Kinase eine NFκB-
Translokation aus dem Zytoplasma in den Nukleus bewirkt  
1.3.2  TRIF - abhängiger Weg 
Neben einer Aktivierung über MyD88, findet bei einer TLR-3 und TLR-4 Stimulation 
noch eine weitere Möglichkeit der Signaltransduktion statt. Im sog. TRIF-abhängigen 
Pfad interagiert TRIF mit RIP1 und TRAF6, welche zur Aktivierung von NFκB und MAPKs 
führen. Zusätzlich kann TRIF über TRAF3 auch noch TBK1/IKKi aktivieren, wodurch IRF3 
und IRF7 transkribiert werden.[55, 56] 
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Abbildung 2: TLR-Signaltransduktion in herkömmlichen dendritischen Zellen, Makrophagen 
und plasmatischen dendritischen Zellen (aus Kumar et al. 2009 [52]). 
 
1.3.3  Gleichzeitige Aktivierung verschiedener TLRs 
Die kombinierte Aktivierung von TLRs kann zu synergistischen oder antagonistischen 
Effekten verschiedener TLRs führen, wodurch die angeborene und erworbene 
Immunantwort modifiziert wird. Beispielsweise hat die gleichzeitige Aktivierung von 
TLR2 und TLR4 einen synergistischen Effekt [57].  
Synergien treten sowohl bei der MyD88-, als auch der TRIF-assoziierten 
Signalübertragung auf. Andere Rezeptorkombinationen führen zu einer 
Herabregulierung der Signalübertragung [57]. 
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1.4  TLR und Transplantation 
Neben den klassischen „Spielern“ des adaptiven Immunsystems wurden in den letzten 
Jahren zunehmend Daten bekannt, die genetische Varianten des angeborenen 
Immunsystems mit Transplantatmortalität/-morbidität assoziierten [18, 20, 58]. Durch 
eine detaillierte Erhebung klinischer Merkmale und Verlaufsparameter ist es zudem 
möglich, explizite Fragestellungen bzgl. des langfristigen Verlaufs, wie z. B. der 
kardiovaskulären Morbidität/Mortalität zu beantworten.  
Das Augenmerk der immunologischen Forschung im Bereich der Transplantation liegt 
zunehmend auf den Toll-like-Rezeptoren und deren Einfluss auf das 
Transplantatüberleben und die Transplantatfunktion. Im Speziellen beinhaltet dies das 
Auftreten von akuten Abstoßungsreaktionen sowie immunologische und 
kardiovaskuläre Komplikationen nach Transplantation.  
Palmer et al. konnte im Falle von TLR4 in Transplantatbiopsien zeigen, dass bei 
Vorliegen des heterozygoten Polymorphismus im Spenderorgan, d.h. im Spenderorgan 
war TLR4 heterozygot für die genetischen Varianten Asp299Gly oder Thr399Ile, 
signifikant weniger akute Transplantatabstoßungen vorkamen [20]. Ein Zusammenhang 
dieser genetischen Varianten im Empfänger mit akuten Abstoßungen konnte hierbei 
nicht nachgewiesen werden.  
Eine andere Gruppe um Ducloux untersuchte ein Kollektiv von 238 
nierentransplantierten Patienten und konnte bei Vorliegen dieses mutierten TLR4–Allels 
einen Zusammenhang mit einer erniedrigten Abstoßungsrate sowie einem geringeren 
Risiko arteriosklerotischer Komplikationen nachweisen [18]. Andererseits fand sich bei 
den Probanden mit einem mutierten TLR4-Allel, das einer loss-of-function Mutation 
entspricht, ein vermehrtes Auftreten von ernsthaften bakteriellen Infektionen. Das 
Ergebnis diesbezüglich wird jedoch durch ein höheres Lebensalter der untersuchten 
Population sowie einer Vorbehandlung mit ATG abgeschwächt, die per se assoziiert ist 
mit einem erhöhten Infektionsrisiko.  
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Bei einem anderen vor Kurzem untersuchten Molekül der intrazellulären 
Signalübertragung von TLRs, konnte der Polymorphismus rs8177374 im MAL-Gen als 
positiver Faktor für das Erkrankungsrisiko mit Tuberkulose und systemischem Lupus 
erythematodes (SLE) gezeigt werden [59]. Hierbei führt der Ersatz einer Serin 
Aminosäure durch Leucin an Position 180 zu einer signifikanten Verminderung des 
Risikos einer TBC-Infektion oder einer SLE-Erkrankung. Ursache hierfür ist eine 
reduzierte NFkB Transkription, da die Signalübertragung bei Aktivierung von TLR2, ein 
wichtiger Rezeptor bei der TBC-Infektion, über MAL vermindert ist.  
Wu et al. konnten im Tiermodell eine Assoziation des TLR4/MyD88 Signalweges mit 
dem Auftreten eines IRS zeigen [60]. Dazu wurde bei Mäusen eine warme Ischämie 
durch 22-minütige Perfusionsunterbrechung der Nieren mit Mikroklemmen induziert. 
Anschließend wurden die Klemmen entfernt und die Nieren wieder perfundiert. Die 
Aktivierung von TLR4 wurde durch Bestimmung der mRNA-Expression sowie die 
Nierenfunktion im nachfolgenden Verlauf anhand des Serum-Kreatinins dokumentiert. 
Mäuse mit einer fehlenden Expression von TLR4 oder MyD88 zeigten einen deutlich 
geringeren Schaden an den Tubulusepithelzellen mit einem niedrigerem 
Serumkreatinin in den Folgetagen nach Ischämie [60]. 
Dieses Ergebnis bestätigte sich ebenfalls bei TLR2 Knock-out Mäusen, wobei TLR2 nach 
warmer Ischämie durch 45 minütige Abklemmung der renalen Arterie eine 
proinflammatorische Rolle zukam. Dabei sezernierten die Mäuse mit fehlendem TLR2 
signifikant weniger Zytokine und Chemokine und das Ausmaß der 
inflammationsbedingten Organschädigung sowie dessen Fehlfunktion, gemessen durch 
Harnstoff und Kreatinin, war deutlich geringer [54].  
Der Ischämie-/Reperfusionsschaden (IRS) stellt technisch aber auch prognostisch ein 
bisher nicht vermeidbares Problem in der modernen Transplantation dar. Es liegen 
signifikante Hinweise für eine Rolle der TLR nach Nierentransplantation vor, die in 
Verbindung mit einem ischämischen Reperfusionsschaden stehen. So konnten Krüger 
et al. eine signifikant höhere Expression des TLR4 in der Niere nach Ischämie im 
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Rahmen der Transplantation zeigen [25]. Dabei wurde nach Kaltkonservierung eines 
Transplantats, eine erhöhte Sekretion von HMGB1, einem endogenen Liganden von 
TLR4, durch Tubulszellen des Donororgans gemessen. 
Dies legt eine bedeutende Rolle von TLR4 im Rahmen einer inflammatorischen Antwort 
nach Transplantation nahe. Somit stehen diese TLRs als Zielmolekül für künftige, 
präventive Behandlungsoptionen eines IR-Schadens im Zentrum des Interesses. 
1.5  Zusammenfassung aktueller Probleme der Nierentrans-
plantation und Hypothese der Arbeit 
Wie oben beschrieben, gab es in den letzten drei Jahrzehnten eine deutliche 
Verbesserung betreffend Transplantatüberleben im ersten Jahr, akuter Rejektion, 
besserer Kompatibilität von Spenderorgan und Empfänger und der chirurgischen 
Komplikationen. Jedoch ergeben sich bisher hieraus noch keine verbesserten 
Langzeitergebnisse nach Nierentransplantation. Dieses bleibt, trotz potenterer 
immunsuppressiver Therapeutika und besserer chirurgischer Techniken, mit 3-5% 
jährlichen Organverlustraten konstant. Daraus ergab sich letztlich die Frage nach 
weiteren immunologischen Einflussfaktoren, welche bei einer Nierentransplantation 
eine Rolle spielen. Hier gab es nach der Entdeckung der sog. TLR durch Medzhitov 
1997 [61], die eine Schnittstelle zwischen innatalem und adaptivem Immunsystem 
darstellen, ein besseres Verständnis immunologischer Abläufe, die ursächlich für eine 
akute Rejektion oder den späten Organverlust sein könnten. Insbesondere konnte eine 
Assoziation eines Polymorphismus im TLR2 und TLR4 mit dem Outcome nach einer 
Organtransplantation gezeigt werden [18, 54, 60]. Dabei war die Aktivierung dieser 
Rezeptoren und die damit einhergehende sterile Inflammation nach kalter Präservation 
und Transplantation im Tiermodel sowie beim Menschen Ursache des schlechteren 
Outcomes [18, 25]. Durch eine bereits sehr früh stattfindende Schädigung des 
Transplantats, wird im späteren Verlauf eine chronische Dysfunktion oder eine 
chronische Abstoßung am transplantierten Organ wahrscheinlicher. 
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Da mittlerweile zehn verschiedene TLRs im humanen Genom nachgewiesen werden 
konnten, stellt das Screening jedes einzelnen Rezeptors zwar eine mögliche jedoch 
aufwendige Methode dar, die durch Untersuchung der hauptsächlichen 
Signaltransduktionsmoleküle vereinfacht werden kann. 
Das Hauptinteresse unserer Arbeit war es nun, Effekte polymorpher 
Signaltransduktionsmoleküle im Rahmen einer Nierentransplantation, auf das Organ- 
und Patientenüberleben zu finden. Dazu eignen sich insbesondere die primären 
Adaptermoleküle der intrazellulären Signaltransduktion, die mit Ausnahme von TLR3 
regelhaft über MyD88 und MAL abläuft. Diese könnten in Zukunft als denkbares 
therapeutisches Target dienen und so transplantationsassoziierte Schäden durch 
vorherige Blockierung des TLR2 und TLR4 Signalweges verhindern. Ebenso kann dies 
zur Entwicklung eines fakultativen Zusatzes zur Organspüllösung führen, der sofort 
nach Transplantatentnahme zur prophylaktischen Behandlung des Organs eingesetzt 
die Inflammation unterdrücken könnte 
Dies dient zum einen als Verbesserungsmöglichkeit der Organkonditionierung, 
andererseits besteht die Option einer Risikoevaluation sowie -Reduktion im 
Langzeitverlauf.  
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2. Material und Methoden 
2.1 Demographie der Studienpopulation 
Die Studienpopulation bestand aus 352 nacheinander in die Studie aufgenommener 
Patienten, die zwischen 1995 und 2006 im Transplantationszentrum des 
Universitätsklinikums Regensburg ihre erste Nierentransplantation bekamen. Dies 
entspricht etwa 95,1 % all derer, die in diesem Zeitraum transplantiert wurden. Der 
Zeitraum post transplantationem, in denen sich diese Patienten in unserer ambulanten 
Beobachtung befanden, erstreckte sich mindestens über 27 Monate, durchschnittlich 
über 60,3 Monate. In dieser Zeit fanden regelmäßige klinisch-körperliche 
Untersuchungen sowie laborchemische Kontrollen statt. Die klinischen Datensätze der 
jeweiligen Teilnehmer wurden prospektiv in unserer Datenbank erhoben, und 
anschließend retrospektiv überprüft. Dazu zählten das Spender- und Empfängeralter, 
das Geschlecht, die präformierten reaktiven Antikörper (PRA), die kalte Ischämiezeit 
(CIT), die Immunsuppression, das Auftreten von Abstoßungsreaktionen, die Laborwerte, 
klinische Untersuchungsbefunde, Patienten- und Organüberleben. Die Diagnose von 
Infektionen, insbesondere Harnwegs- und Cytomegalievirusinfekte wurden klinisch bzw. 
anhand laborchemischer Befunde erhoben. Die standardmäßige Immunsuppression 
bestand aus einem Calcineurin-Inhibitor (Cyclosporin A oder Tacrolimus), einem 
Proliferationshemmer (Mycofenolat Mofetil/Mycophenolsäure oder Azathioprin) sowie 
Steroiden. Akute Rejektionen wurden initial mit einer dreitägigen Steroidbolustherapie 
behandelt, in steroidresistenten Fällen mit Antithymozytenglobulin (ATG). Alle Patienten 
wurden vor Aufnahme in die Studie gemäß der „Declaration of Helsinki“ und den 
nationalen gesetzlichen Bestimmungen aufgeklärt. Ein positives Votum der 
Ethikkommission der Universität Regensburg lag zu Beginn der Durchführung der 
Studie vor. 
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2.2  Endpunkte 
2.2.1  Primäre Endpunkte 
Akute Rejektion (AR), verzögerte Organfunktion (DGF), Organüberleben 
Die akute Abstoßung, wurde in >95% der Fälle bioptisch gesichert, in den übrigen 
Fällen definierten wir sie durch eine ≥30%ige Erhöhung des Serumkreatinins ohne 
weitere offensichtliche Ursache, sowie ihren Rückgang auf das Ausgangsniveau nach 
durchgeführter Steroid-Pulstherapie. In Fällen einer Steroidresistenz erfolgte die Gabe 
von ATG.  
Eine verzögerte Organfunktion wurde als Notwendigkeit einer Dialysebehandlung 
innerhalb der ersten 7 Tage nach Transplantation festgelegt [62]. Das Überleben des 
Organs definierte sich durch das Empfängerüberleben mit einem funktionierenden 
Transplantat und wurde für Tod zensorisiert. 
MACE ( major adverse cardiovascular events) 
MACE wurde als kombinierter Endpunkt, bestehend aus Myokardinfarkt, maligne 
Arrhythmien, jegliche Form der koronaren Intervention (PTCA mit/ohne 
Stentimplantation) oder eine chirurgischen Revaskularisation (Bypass-Operation), 
Apoplex (hämorrhagisch und/oder ischämisch), operative Sanierung peripherer Gefäße 
oder Amputationen, sowie Tod als Folge einer dieser Erkrankungen definiert. 
2.2.2  Sekundäre Endpunkte 
Geschätzte glomeruläre Filtrationsrate (eGFR) 
Die Abschätzung der glomerulären Filtrationsrate (eGFR) erfolgt anhand der 
abgekürzten MDRD – Formel, die durch die K/DOQI Gruppe vorgeschlagen wurde [1]. 
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Schwere Infektionen, Harnwegs- und CMV-Infekte 
Schwere Entzündungen wurden angenommen, wenn eine stationäre Behandlung 
aufgrund eines bakteriellen oder viralen Infektes notwendig war.  
Da Harnwegsinfekte (HWI) insbesondere innerhalb des ersten Jahres gehäuft auftreten, 
wurden diese ebenfalls als „infektiologischer“ Endpunkt definiert. Ein HWI wurde hierbei 
durch das Vorhandensein einer positiven Urinkultur oder eine signifikante Erhöhung 
der Leukozytenzahl im Urin definiert, die nach zielgerechter Behandlung in 
Kontrolluntersuchungen nicht mehr nachweisbar waren.  
Der Nachweis von Cytomegalievirus(CMV)-Infektionen erfolgte über den positiven 
Nachweis einer Viruslast mittels Polymerasekettenreaktion (PCR). Die Messhäufigkeit 
war von der Zeit post transplantationem abhängig und umfasste wöchentliche 
Messungen innerhalb der ersten vier Wochen, bis einmal pro Monat oder weniger 
darüber hinaus. Eine CMV-Infektion lag vor, wenn die CMV-PCR positiv ausfiel (cut-off 
102-103 Kopien pro ml). Bei einer sog. CMV-Risikokonstellation, Spender CMV IgG 
positiv und der Empfänger Spender CMV IgG negativ, erfolgte eine prophylaktische 
Gabe von Ganciclovir bzw. Valganciclovir über einen Zeitraum von mindestens drei 
Monaten nach Transplantation.  
2.3  DNA – Isolierung 
Von allen Probanden wurden dazu EDTA-antikoagulierte Blutproben gewonnen. Daraus 
wurde DNA wie bei Miller et al (1988) beschrieben extrahiert [63]. Bei dieser Methode 
werden die anfallenden Proteine mit Hilfe einer gesättigten NaCl – Lösung ausgefällt. 
Der Buffycoat (Leukozytenfilm und Blutplättchen nach Sedimentation), entstanden im 
EDTA-antikoaguliertem Blut wird dazu in 15 ml Polypropylenzentrifugengefäßen 
resuspendiert, die 3 ml Nukleotid-Lyse Puffer (10 mMTris-HCl, 400 mM NaCl and 2 mM 
Na2EDTA, pH 8.2) enthalten. Die lysierten Zellen wurden über Nacht bei 37°C mit 0.2 ml 
10%iger SDS- und 0.5 ml einer Protease K- Lösung (1 mg Protease K in 1% SDS und 2 
mM Na2EDTA) einem Verdau unterzogen. Nach Abschluss des Verdaus wurden der 
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Suspension 1 ml gesättigte NaCl-Lösung zugeführt und 15 Sekunden geschüttelt. 
Darauf folgte eine Zentrifugation bei 2500/ min über 15 Minuten. Der Überstand, der 
die DNA beinhaltet, wurde in ein weiteres 15 ml Gefäß umgefüllt und zwei 
Volumeneinheiten Ethanol dazugegeben Dann wurde die Suspension solange 
geschüttelt, bis die DNA ausfiel. Die präzipitierte DNA wurde anschließend in 100-200 
µl TE Puffer (10 mMTris-HCl, 0.2 mM Na2EDTA, pH 7.5) resuspendiert.  
2.4  Detektion von genetischen Varianten mittels Single Strand 
Conformation Polymorphism (SSCP)-Analyse  
Bei der SSCP-Analyse handelt es sich um eine PCR-gestützte Methode, bei der sich 
zunutze gemacht wird, dass Einzelstrang-DNA trotz nur geringer (minimal eine Base 
Unterschied) Sequenzveränderungen unterschiedliche Bandenstrukturen nach 
elektrophoretischer Auftrennung zeigen. Durch die Verwendung unterschiedlicher 
Umgebungstemperaturen (Raumtemperatur und 4°C) während der elektrophoretischen 
Auftrennung kann eine hohe Sensitivität (>96%) erreicht werden [64]. 
In einem ersten Schritt wird der zu untersuchende Genabschnitt, in unserem Fall MyD88 
und MAL, mit überlappenden (jeweils ca. 40-50 Basen) zu amplifizierenden PCR-
Sequenzen versehen (Anhang 1A und 1B). Anschließend erfolgt eine Optimierung der 
einzelnen PCR-Protokolle um Fehlprodukte zu minimieren und die Sensitivität 
nochmals zu erhöhen. Dies beinhaltet insbesondere die Optimierung der Annealing-
Temperatur, was durch eine sog. Gradienten-PCR herausgearbeitet wurde (Anhang 2). 
Im Anschluss an die Primer-Testung führten wir bei 47 repräsentativen Patienten aus 
unserem Kollektiv ein Screening nach Polymorphismen durch. Dieses erfolgte mit Hilfe 
der bereits oben erwähnten SSCP Gelelektrophorese. Die SSCP-Analyse führten wir in 
einer modifizierten Methode nach Orita et al. durch [64, 65], wobei pro Probenansatz 
5µl DNA (ca. 50 ng), 8 µl Eppendorff MasterMix®, 1 µl Mischung aus forward und 
reverse Primer (je ca. 10 ng) und 6 µl Wasser vermischt wurden. Daraus ergaben sich 9 
Polymorphismen für MAL, von denen acht SNPs waren sowie eine Deletion/Insertion. 
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Für MyD88 fanden wir eine Variante. Bis auf zwei MAL SNPs waren alle Variationen 
bekannt (Tabelle 3).  
2.5  Taqman Analyse 
Im Mutationsscreening fanden sich 9 verschiedene Mutationen für MAL, wobei sieben 
bereits in der Literatur beschrieben waren, sowie eine genetische Variante im MyD88 
Gen (Tabelle 4, Abbildung 4). Diese befinden sich entweder in der kodierenden Region 
(n=3, Exon), dem Intron (n=2), oder den nicht-kodierenden (n=5) Bereichen am 5„- bzw. 
3„-Ende (untranslated region, UTR) des Gens. Nach Verifizierung dieser genetischen 
Mutationen in der Sequenzierung, wurden hierfür spezifische Taqman-Sonden durch 
die Firma Applied Biosystems (Darmstadt) synthetisiert. Die Untersuchung des 
Gesamtkollektivs (n=352) erfolgte dann mit Hilfe des ABI PRISM 7900HT Sequence 
Detection Systems. 
2.6  Rekonstruktion der Haplotypen und Diplotypen des MAL-Gens 
Da wir mehrere Polymorphismen im MAL-Gen gefunden hatten, konnten wir mit Hilfe 
der PHASE Standard Analyse Software Version 2.1 Haplotypen bilden [66, 67]. Das heißt 
wir reihten die gefundenen Variationen im MAL-Gen, unter Berücksichtigung 
populationsgenetischer Daten, auf einem DNA-Strang aneinander. Vor Erstellung der 
Haplotypen testeten wir, welche der SNPs zueinander im „Linkage“ stehen, d. h. Analyse 
der Beziehung einzelner Polymorphismen untereinander. Dazu verwendeten wir die 
Linkage Disequilibrium Analyzer Software 1.0 (Chinese National Human Genome 
Center, Beijing). Durch Zusammenlegung der in starker Abhängigkeit stehenden 
Polymorphismen verringerte sich die Anzahl der Variationen für die weitere statistische 
Auswertung auf sechs. Schließlich erhielten wir sechs unterschiedliche Haplotypen für 
das MAL-Gen in unserem Patientenkollektiv. Entsprechend des populationsgenetischen 
Auftretens wurden anhand der Haplotypen sogenannte Diplotypen berechnet, d.h. es 
wurde für jeden Patienten ein Haplotyppaar gebildet, wobei einer von der Mutter und 
einer vom Vater vererbt wird. Insgesamt traten 14 Diplotypen auf. Vor einer weiteren 
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statistischen Auswertung reduzierten wir sie nochmals anhand der Häufigkeit auf drei 
Gruppen.  
2.7  Statistik 
Die Ergebnisse werden, falls nicht anders vermerkt, als Mittelwert ± 
Standardabweichung dargestellt. Kontinuierliche Variablen wurden mittels nicht-
parametrischer, kategorisierte Variablen mittels 2-seitigen χ2oder Fisher-Exact Test 
verglichen. Überlebenskurven mit Beginn am ersten Tag nach Transplantation, wurden 
durch das COX-Regressionsmodel oder die Kaplan-Meier Methode, die unter 
Zuhilfenahme des log-rank Tests Gruppen vergleicht, abgeschätzt. Zur Anpassung 
verschiedener Störvariablen korrigierten wir folgende Kovariaten: Akute Abstoßung, 
verspäteter Funktionsbeginn (DGF), Empfänger- und Spenderalter, Geschlecht, 
Lebendspender, kalte Ischämiezeit (CIT), humanes Leukozytenantigen – Missmatch 
(HLA-MM), präformierte reaktive Antikörper (PRA) und Dialysedauer. Auch Diabetes 
mellitus, Hypertension, Hypercholesterinämie, eine Vorgeschichte als Raucher vor 
Transplantation und vorher stattgefundene kardiovaskuläre Ereignisse, wurde von uns 
statistisch erfasst. Ein p-Wert (Irrtumswahrscheinlichkeit) <0,05 wurde als statistisch 
signifikant angesehen. Die Datenerfassung erfolgte mit Hilfe einer Datenbank 
(Microsoft Access®). Für die Analysen sowie zur Erstellung der Grafiken, wurde SPSS® 
(Version 17.0, SPSS Inc., Chicago IL, USA) verwendet. 
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3.  Ergebnisse 
3.1  Demographische Daten der Studienpopulation 
Der Zeitraum der Datenerhebung erstreckte sich von 1995 bis 2006. In dieser Zeit 
konnten 352 konsekutiv nierentransplantierte Probanden in unsere Studie 
eingeschlossen werden, entsprechend >95 % aller Patienten, die in diesem Zeitraum 
am Universitätsklinikum Regensburg transplantiert wurden (Tabelle 2).  
Die mittlere Beobachtungsdauer betrug 43,8 Monate, mindestens jedoch 27 Monate. 
Insgesamt erhielten 82 Patienten (23,3%) das Transplantat eines Lebendspenders. 
Betrachtet man das Kollektiv, so überleben im ersten Jahr post transplantationem 186 
Organe in Gruppe A (96,4 %), 123 in Gruppe B (95,3 %) und 29 in Gruppe C (96,7 %) 
(p=0,99). Bei 123 Patienten (34,9 %) kam es im Verlauf zu einer Abstoßungsreaktion 
(Rejektion) und in 60 Fällen (17.0 %) zu einer verzögerten Organfunktion (DGF). 
Über den gesamten Beobachtungszeitraum verloren 58 Patienten (16,5 %) ihr 
Transplantat, wobei 22 (6,25 %) Empfänger mit funktionierendem Organ verstarben. 42 
Patienten (12,2 %) erlitten ein kardiovaskuläres Ereignis und 9 (2,6 %) verstarben 
nachfolgend daran. Es gab jedoch keine Assoziation dieser Ereignisse mit einer 
Diplotypgruppe. Die demographischen Daten unseres Kollektivs unterscheiden sich 
abhängig vom Geschlecht der Patienten. Männliche Transplantatempfänger haben im 
Durchschnitt mehr kardiovaskuläre Ereignisse vor und nach Transplantation sowie eine 
kürzere Zeitspanne bis zum Auftreten eines kardiovaskulären Ereignisses nach 
Transplantation. Zudem leiden sie häufiger an einem Diabetes mellitus vor 
Transplantation und sind häufiger Raucher. Das Kreatinin im Serum nach 3 und 6 
Monaten post transplantationem ist ebenfalls höher. Frauen hingegen erkranken 
signifikant öfter an Harnwegsinfekten. 
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Tabelle 2: Demografische Daten des Patientenkollektivs 
n=352 weiblich 
(n=111) 
männlich 
(n=241) 
gesamt 
(n=352) 
p-Wert! 
Empfängeralter [Jahre] 49,2 ± 14,2 51,1± 13,6 50,5 ± 13,8 0,23 
Spenderalter [Jahre] 50,8±15,1 50,2±16,1 50,4 ± 15,8 0,74 
Lebendspende [n] 26 (23,4 %) 56 (23,2 %) 82 (23,2 %) 0,97 
Dialysedauer [Monate] 49,3± 33,8 47,8± 33,0 48,3 ± 33,2 0,68 
Kalte Ischämiezeit [Stunden] 11,7± 7,3 12,1± 7,7 12 ± 7,6 0,62 
HLA-MM [n] 2,5 (0-6) 2,8 (0-6) 2,6 ± 1,7 0,73 
PRA [%] 2,5±12,0 1,0±6,8 1,5 ± 8,8 0,14 
ARE [n] 39 (35,1 %) 85 (35,3 %) 124 (35,2 %) 0,98 
DGF [n] 16(14,4 %) 44 (18,3 %) 60 (17,0 %) 0,37 
BMI [kg/m2] 25,5±4,9 25,9±3,9 25,8 ± 4,2 0,35 
MACE (vor NTx) [n] 26 (23,4%) 111 (46,1%) 137 (38,9 %) <0,0001 
Nikotin (vor NTx) [n] 25 (22,5 %) 94 (39,0 %) 119 (33,8 %) 0,0024 
DM (vor NTx) [n] 8 (7,2 %) 52 (21,6 %) 60 (17,0 %) 0,0009 
Arterielle Hypertonie vor NTx [n] 105 (94,6 %) 231 (95,9 %) 336 (95,5 %) 0,60 
CMV infection [n] 44 (39,6%) 87 (36,1%) 131 (37,2 %) 0,52 
HWI neu [n] 2,1±1,5 1,5±0,8 1,8 0,0005 
CRP nach 3 Monaten [mg/dl]  5,9±9,4 7,7±17,7 7,1±15,6 0,84 
CRP nach 6 Monaten [mg/dl] 8,3±18,2 6,7±11,9 7,2±14,2 0,75 
Kreatinin nach 3 Monaten [mg/dl] 
 
1,6±0,7 
(n=108) 
1,9±0,8 
(n=232) 
1,8 ± 0,9 
(n=340) 
<0,0001 
Kreatinin nach 6 Monaten [mg/dl] 
 
1,6± 0,7 
(n=105) 
2,0± 0,9 
(n=226) 
1,9 ± 0,9 
(n=331) 
<0,0001 
HLA-MM: Humanes Leukozyten Antigen Missmatch, PRA: Präformierte reaktive Antikörper, DGF: 
Verzögerte Organfunktion, ARE: Akute Rejektions Episoden, MACE: Major Adverse 
Cardiovascular Event, (schweres kardiovaskuläres Ereignis), BMI: Body-Mass-Index, HWI: 
Harnwegsinfekt, DM: Diabetes mellitus, Hyperchol: Hypercholesterinämie, CMV: 
Cytomegalievirus, CRP: C-reaktives Protein, NTx: Nierentransplantation  
3.2  Screening nach genetischen Variationen 
Im Mutationsscreening fanden sich 9 verschiedene Mutationen für MAL, wobei sieben 
bereits in der Literatur beschrieben waren, sowie eine genetische Variante im MyD88 
Gen (Tabelle 3). Diese befinden sich entweder in der kodierenden Region (n=3) (Exon), 
dem Intron (n=2), oder den nicht-kodierenden (n=5) Bereichen (untranslated region, 
UTR) am 5„- bzw. 3„-Ende des Gens (Abbildung 4). 
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Tabelle 3: Allelverteilung der einzelnen genetischen Varianten, interner Name, rs-Nummer, Funktion und Hardy-Weinberg-
Equilibrium. Außer MAL-19 sind alle genetischen Varianten in der Studienpopulation normal verteilt. 
 
 
 
MAL-2 MAL-6/1 MAL-6/2 MAL-11 MAL-11a MAL-12 MAL-13 MAL-14 MAL-19 MyD88 – 23 
neu Neu rs8177399 rs7932766 rs8177374 rs8177375 rs8177376 rs611953 rs625413 rs7744 
Major 
Allelhomozygot 
337 (GTTT) 334(G) 346 (C) 189 (C) 238 (C) 282 (A) 189 (T) 219 (A) 220 (C) 257 (A) 
Heterozygot 11(del/GTTT) 17 (A/G) 0 102 (C/T) 92 (C/T) 68 (A/G) 141 (T/G) 120 (A/G) 123 (C/T) 86 (A/G) 
Minor 
Allelhomozygot 
0 0 6 (T) 60 (T) 15 (T) 2 (G) 22 (G) 7 (G) 6 (T) 9 (G) 
Minor Allel 
Häufigkeit 
1,6 2,4 1,7 31,6 17,7 10,2 26,3 19,4 19,3 14,8 
HWE 0,27 1,0 1,0 0,137 0,127 0,228 0,584 0,056 0,015 0,52 
Funktion Intron 5'UTR Arg13Trp Ala186Ala Ser180Leu Intron/3'UTR? 3'UTR 3'UTR 3'UTR 3„UTR 
 
HWE: Hardy-Weinberg Equilibrium, A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Thymin, UTR: Untranslatierte Region, Arg: Arginin, Trp: Tryptophan, Ala: 
Alanin, Ser: Serin, Leu: Leucin,  
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MAL-2 und MAL-6/1, sind nach der aktuellen Datenlage noch nicht vorbeschrieben. So 
befindet sich zum einen im Intron an Position - 1245 eine Insertion von vier Basen, zum 
anderen in der 5‟UTR an Position - 32 ein SNP mit Austausch der Base G zu A. Acht 
dieser Mutationen entsprechen SNPs.  
MyD88, das zuerst entdeckte Signaltransduktionsmolekül des TLR-Systems ergab nur 
einen SNP, wobei an Position 2358 entweder Adenin oder Guanin als mögliche Base 
gefunden wurde. Studien für die immunologischen/klinischen Auswirkungen dieser 
Varianten liegen bisher nicht vor. Alle dargestellten genetischen Variationen außer 
rs625413 innerhalb des MyD88- und MAL-Gens befanden sich im Hardy-Weinberg 
Equilibrium und sind somit normal verteilt (Tabelle 3). 
3.3  Kopplungs (Linkage-)-Analyse und Auftreten der Haplotypen 
Nach Abschluß der SSCP-Analyse, wurden die gefundenen genetischen Varianten (8 
SNPs und 1 Insertion/Deletion im MAL-Gen, 1 SNP im MyD88-Gen. (Siehe auch 
Abbildung 4) in unserem Gesamtkollektiv mit 352 nierentransplantierten Patienten 
untersucht. Einige dieser SNPs sowie die Insertion standen im so genannten „Linkage“, 
wobei einzelne SNPs stets gemeinsam auftreten (Abbildung 3). Durch Zusammenfassen 
aller im Linkage stehenden SNPs reduzierten wir die Zahl der weiter zu untersuchenden 
genetischen Varianten auf 6. Die Linkage Analyse wurde mit der Linkage Disequilibrium 
Analyzer Software 1.0 des Chinese Human National Genome Center durchgeführt.  
Mit den verbleibenden 6 SNPs wurden mit der PHASE Standard Analyse Software 
Version 2.1 25 Haplotypen errechnet, wovon in unserer Population 17 aufgetreten sind. 
Die übrigen 8 Haplotypen (delCGCCATGT, delCGCTGTGC, delCACCATAT, 
delCACCATGC, delCATTATGC, delTACCGTGC, GTTTCGCTATAT, GTTTCGTCAGAT) traten 
wie erwartet in unserem Kollektiv nicht auf. 
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Tabelle 4: Haplotypenrekonstruktion unter Ausschluss der im Linkage stehenden Varianten. Mal-2 und Mal-6 sind bisher nicht in der 
Literatur beschrieben. 
 
  
  
  
MAL-2 MAL-6/2 MAL-6 MAL-11 MAL-11a MAL-12 MAL-13 MAL-14 MAL-19 geschätzte 
Häufigkeit 
Standard 
Fehler 
Beobachtet 
(n) 
del/GTT
T 
C/T G/A C/T C/T A/G T/G G/A C/T 
neu rs817739
9 
neu rs793276
6 
rs817737
4 
rs817737
5 
rs817737
6 
rs61195
3 
rs62541
3 1 - C G C C A T A T 0.239823 0,001277 0,24006 (363) 
2 - C G C C A T A C 0.005710 0,000199 0,00568 (4) 
3 - C G C C A T G C 0,19826 0,002016 0,19886 (135) 
4 - C G C C G T A T 0,021307 0,000009 0,02131 (179) 
5 - C G C C G T A C 0,00142 0 0,00142 (6) 
6 - C G C C G T G C 0,052486 0,001031 0,05256 (17) 
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       : 0<= χ2 <= 0,0010 
 
       : 0,0010<χ2 <=0,05 
 
       : 0,05<= χ2 <= 1,0  
 
Abbildung 3: Paarweises Linkage Dysequilibrium der neun genetischen Varianten (8 SNPs, eine 
Deletion/Insertion) im MAL-Gen. Kombinationen mit p<= 0,05 befinden sich im Linkage. 
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MAL/TIRAP: Chromosom 11q24.2 
: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MyD88: Chromosom 3q22 
 
 
 
 
Abbildung 3: Lokalisation detektierter SNPs.  
kodierende Region 
nicht translatierte Region 
 
SNP  
 
Abbildung 4: Genstruktur von MAL/TIRAP und MyD88. Schematische Darstellung der 
physikalischen Lokalisation von SNPs im MAL- und MyD88-Gen.   
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Nach Linkage Analyse und Haplotyprekonstruktion der SNPs, reduzierte sich die Zahl 
der für die weitere Auswertung verwendeten genetischen Varianten auf 6 (Tabelle 4). 
Da es logisch erscheint die Auswertung der Daten nicht nach Geschlecht sondern nach 
der genetischen Konstellation vorzunehmen, rekonstruierten wir mit Hilfe der beiden 
Haplotypen eines jeden Patienten dessen Diplotypen und teilten diese nach ihrer 
Kombination und Häufigkeit in drei Gruppen ein. In Gruppe A sind alle Kombinationen 
mit dem Haplotypen 1 zusammengefasst (n=198) In der gleichen Weise in Gruppe B 
alle Kombinationen mit Haplotyp 3, wobei 1,3 zu Gruppe B gezählt wurde (n=139). In 
Gruppe C befinden sich alle übrigen Diplotypen (n=30) (Tabelle 5). Innerhalb dieser 
Gruppen gab es keine Unterschiede bzgl. der Demographie.  
Tabelle 5: Häufigkeit der Diplotypen und Gruppierung 
Haplo-Kombi Häufigkeit Diplotyp-Gruppe 
1,1 89 
A 
1,2 2 
1,4 92 
1,5 3 
1,6 7 
1,3 81 
B 
3,3 6 
3,4 37 
3,5 2 
3,6 3 
2,2 1 
C 4,4 22 
4,6 6 
5,6 1 
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3.4  Auswirkung von MAL-Haplotypen auf die Transplantatfunktion 
Ein besondere Auffälligkeit der TLR liegt möglicherweise in den 
Signaltransduktionsproteinen, da viele Signalwege über MyD88 laufen. 
Polymorphismen oder Mutationen im MyD88 Molekül könnten deshalb schwere Folgen 
auf die Funktionalität des TLR-Systems haben. Hierbei wurde bereits in Tierversuchen 
ein positiver Effekt einer TLR4-Hemmung auf den Ischämie/Reperfusions-Schaden, die 
akute Rejektion und den nephrotoxischen Gewebeschaden gezeigt, was eine mögliche 
Behandlungsmethode des post-ischämischen akuten Nierenschadens und somit der 
langfristigen Organfunktion darstellen könnte [18, 25, 60]. 
3.5  Auswirkung von MAL-Diplotypen auf die Transplantatfunktion 
3.5.1  Verzögerte Organfunktion (DGF) 
Eine verzögerte Organfunktion trat bei insgesamt 17 % aller Studienteilnehmer auf. Es 
gab jedoch keinen Zusammenhang zwischen der individuellen Diplotypgruppe und 
dem Auftreten einer verspäteten Nierenfunktion nach Transplantation (Tabelle 6).  
 
Tabelle 6: Auftreten einer verzögerten Organfunktion innerhalb des Gesamtkollektives 
 
 
 
 
3.5.2  Transplantatüberleben 
Betrachtet man das gesamte Kollektiv (n = 352), so liegt das Transplantatüberleben 
nach zwei Jahren, unabhängig von der Diplotypkonstellation, bei über 90 % (siehe 
Tabelle 7: relatives Überleben), ist jedoch unabhängig von der Diplotypgruppe (p=0,54). 
Bei 10,2 % aller Patienten kam es zum Tod mit intakter Nierenfunktion. 
DGF Gruppe A Gruppe B Gruppe C Gesamt  
ja 36 (18,7 %) 21 (16,3 %) 3 (10 %) 60 (17 %) 
0,48 
nein 157 (81,3 %) 108 (83,7 %) 27 (90 %) 292 (83 %) 
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Tabelle 7: Überleben (%) der Transplantate in den ersten zwei Jahren nach 
Transplantation, geordnet nach Diplotypgruppen. 
 
Organüberleben A (n=193) B (n=129) C (n=30) p-Wert 
6 Monate 187 (96,9 %) 125 (96,9 %) 29 (96,7 %) 0,46 
12 Monate 186 (96,4 %) 123 (95,3 %) 29 (96,7 %) 0,99 
18 Monate 186 (96,4 %) 121 (93,8 %) 28 (93,3 %) 0,63 
24 Monate 184 (95,3 %) 119 (92,2 %) 28 (93,3 %) 0,65 
 
Wir untersuchten die Häufigkeit eines Organverlustes entsprechend der drei 
Diplotypgruppen. Im Verlauf der zweijährigen Mindestbeobachtungszeit verloren 21 
Patienten (6,0 %) ihr Transplantat, jedoch fand sich keine Assoziation zwischen einem 
Organverlust und der zugehörigen Diplotypgruppe. Abbildung 4 zeigt das 
Transplantatüberleben der einzelnen Gruppen sowie die Patienten mit Risiko für ein 
Ereignis. 
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                Diplotypgruppe A 
                Diplotypgruppe B 
                Diplotypgruppe C 
 
Abbildung 4: Transplantatüberleben der einzelnen Gruppen. Es zeigte sich keine 
Assoziation der Diplotypgruppen A (blaue Linie), B (grüne Linie) und C (orange Linie) 
mit dem Transplantatüberleben (p=0,54). 
 
Gruppe 0  12 24  48  72  96  120  144  
A  193 177 174 118 70 32 14 4 
B  129 123 117 82 50 26 7 2 
C  30 29 27 22 16 10 2 1 
p = 0,54 
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3.5.3  Patientenüberleben 
Es gab keinen Hinweis für einen kausalen Zusammenhang zwischen der 
Diplotypgruppe und dem Überleben der Patienten innerhalb der ersten zwei Jahre nach 
Transplantation, was in den letzten Jahren zunehmend als Ursache für den Verlust eines 
Transplantats verantwortlich ist. Das Patientenüberleben beträgt im Mittel 147 Monate 
und zeigt in der Kaplan-Meier Analyse keine Assoziation mit einer der drei 
Diplotypgruppen (p=0,70). 
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                Diplotypgruppe A 
                Diplotypgruppe B 
                Diplotypgruppe C 
 
Abbildung 5: Kaplan-Meier Kurven für das Patientenüberleben. Es zeigte sich keine 
Assoziation der Diplotypgruppen A (blaue Linie), B (grüne Linie) und C (orange Linie) 
mit dem Patientenüberleben (p=0,70). 
 
Gruppe 0  12 24  48  72  96  120  144  
A  193 177 174 118 70 32 14 4 
B  129 123 117 82 50 26 7 2 
C  30 29 27 22 16 10 2 1 
p = 0,70 
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3.5.4  Akute Abstoßung (ARE) 
Die akute Abstoßung trat insgesamt bei 34,9 % der Transplantatempfänger auf, zeigte 
jedoch keinen Zusammenhang mit der Zugehörigkeit zu einer der Diplotypgruppen. So 
kam es bei 33,6 % in Gruppe A, 35,7 % in Gruppe B und 40 % der Patienten in Gruppe C 
zu einer Abstoßungsreaktion (Tabelle 8).  
Tabelle 8: Absolute und relative Häufigkeit einer Abstoßung 
 
Abstoßung Gruppe A Gruppe B Gruppe C 
ja 65 (33,6 %) 46 (35,7 %) 12 (40 %) 
nein 128 (66,4 %) 83 (64,3 %) 18 (60 %) 
gesamt 193 (100 %) 129 (100 %) 30 (100 %) 
 
 
Tabelle 9: Auftreten einer akuten Rejektion (AR) nach 1, 6, 12, 18 und 24 Monaten. 
 
ARE A B C p-Wert 
28 Tage 42 29 8 0,90 
180 Tage 57 43 12 0,55 
365 Tage 59 44 12 0,61 
18 Monate 61 44 12 0,64 
24 Monate 61 44 12 0,64 
 
Da die Mindestbeobachtungsdauer 24 Monate entspricht, ist eine Auswertung aller 
Patienten über diesen Zeitraum zulässig. Hierbei ergab sich kein signifikanter Einfluss 
auf die Häufigkeit einer akuten Rejektion entsprechend der Diplotypgruppe (Tabelle 9). 
3.6  Häufigkeit kardiovaskulärer Ereignisse (CV-Ereignis) 
Bei 11,9 % aller untersuchten Patienten kam es zu einem kardiovaskulären Ereignis 
innerhalb von zwei Jahren nach Transplantation (Tabelle 10). In Gruppe A erlitten 10,9 
%, in Gruppe B 14 % und in Gruppe C 10 % ein kardiovaskuläres Ereignis, was zu 
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keinem signifikanten Zusammenhang führte (Abbildung 6) und es gab keine 
Assoziation mit der Diplotypgruppe. 
Tabelle 10: Häufigkeit kardiovaskulärer Ereignisse innerhalb der ersten zwei Jahre 
Beobachtungszeit, aufgetragen nach der Diplotypgruppe; 
 
CV-Ereignis A B C p-Wert 
6 Monate 7 8 1 0,52 
12 Monate 12 9 1 0,76 
18 Monate 14 11 1 0,62 
24 Monate 17 13 1 0,50 
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Abbildung 6: Kardiovaskuläre Ereignisse nach NTx 
 
 
 
 
 
 
 
                Diplotypgruppe A 
                Diplotypgruppe B  
                Diplotypgruppe C 
 
Abbildung 5: Kaplan-Meier Kurven für das Auftreten eines kardiovaskulären 
Ereignisses. Es zeigte sich keine Assoziation der Diplotypgruppen A (blaue Linie), B 
(grüne Linie) und C (orange Linie) mit dem Risiko eines kardiovaskulären Ereignisses 
(p=0,67). 
 
Gruppe 0  12 24  48  72  96  120  144  
A  193 177 174 118 70 32 14 4 
B  129 123 117 82 50 26 7 2 
C  30 29 27 22 16 10 2 1 
p = 0,67 
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4.  Diskussion 
In den wichtigsten Adaptorproteinen der TLR-Signalkaskade, MyD88 und MAL, fanden 
sich in einem Mutationsscreening insgesamt 9 verschiedene Varianten. Davon waren 8 
Varianten sog. single nucleotide polymorphisms (SNP) sowie eine weitere Variante eine 
Deletion/Insertion von 4 Basenpaaren. Im Gegensatz zum MAL-Gen, in dem sich 
insgesamt 8 verschiedene Varianten fanden (7 SNPs, 1 Deletion/Insertion), zeigte sich 
das MyD88-Gen hochkonserviert, mit nur einer einzigen genetischen Variation (1 SNP). 
Anhand dieser einzelnen genetischen Varianten wurden sog. Haplotypen und daraus 
nachfolgend Diplotypen gebildet, die jedoch keinen Einfluss bzgl. des Auftretens von 
akuten Rejektionen, verzögerter Transplantatfunktion oder Transplantat-
/Patientenüberleben zeigten. Ein Effekt auf das vermehrte oder verminderte Auftreten 
kardiovaskulärer Ereignisse, wie in anderen Populationen für Variationen von Toll-like 
rezeptoren, konnte ebenfalls nicht gesehen werden. Möglicherweise führen die hier 
untersuchten SNPs zu keinen Funktionsveränderungen in der Reaktion des 
angeborenen Immunsystems bzw. führen sie zu keiner Funktionsabschwächung oder 
„loss-of-function“ Mutation der Signaltransduktionsmoleküle.    
Bisher liegen keine Daten vor, die sich mit dem Einfluss genetischer Varianten der Toll-
like Rezeptor Signaltransduktionsmoleküle auf das Outcome von Patienten nach 
Nierentransplantation beschäftigten. Es gibt jedoch evidente Hinweise darauf, dass 
Polymorphismen verschiedener Toll-like Rezeptoren eine Auswirkung auf die Funktion 
eines Nierentransplantats haben sowie das Überleben der Patienten beeinflussen. 
Zudem konnte eine Beziehung von Polymorphismen im TLR–Signaltransduktionsweg 
mit infektiologischen Erkrankungen gezeigt werden [59].  
Zu den wichtigsten Endpunkten von Studien über den Langzeitverlauf nach 
Nierentransplantation zählen das Patientenüberleben, das Transplantatüberleben und 
die Morbidität. Daten über das Patientenüberleben werden genutzt, um 
Transplantation mit anderen Behandlungsoptionen der terminalen Niereninsuffizienz 
oder um Transplantatempfänger mit der Normalbevölkerung, das Outcome 
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verschiedener Zentren sowie unterschiedliche immunsuppressive Therapieschemata zu 
vergleichen.  
Die Ursachen des Transplantatverlustes sind häufig schwer definierbar. Mögliche  
Ursachen sind eine Abstoßung, rekurrente Grunderkrankungen, technische Verluste, 
primäre Nichtfunktion und der Tod mit funktionierendem Organ. Eine exakte Aussage 
über den Langzeitverlauf benötigt jedoch beides, Integration und Ausschluss dieser 
Kriterien, zumal der Tod mit funktionierendem Organ ein immer wichtigerer Grund für 
Transplantatverluste ist. 
4.1  Akute Rejektion und mikrobielle Infektionen 
Die Toll-Like Rezeptoren sind die Hauptklasse der „Pattern-Recognition Rezeptoren“ 
(PRRs) und erkennen pathogene Mikroorganismen [2]. Bekannte genetische Varianten 
des TLR4 haben eine verminderte Antwort auf inhaliertes Endotoxin oder LPS zur Folge 
und erhöhen das Risiko für schwere Infektionen [18], zudem konnte eine andere 
Gruppe einen Zusammenhang zwischen einer funktionellen Variante von MAL mit 
einen protektiven Effekt für eine invasive Pneumokokkenerkrankung, Bakteriämie, 
Malaria und Tuberkulose zeigen [68]. Ducloux et al. konnten zeigen, dass 
nierentransplantierte Patienten mit einem D299G (A/G)- und/oder Thr399Ile (C/T)-
Polymorphismus signifikant weniger akute Rejektionen aufweisen. Andererseits kam es 
bei Transplantatempfängern mit diesen Polymorphismen vermehrt zu schweren 
bakteriellen Infekten, CMV Erkrankungen und Infekte durch opportunistische 
Pathogene [18]. Dadurch zeigt sich der enorme Anteil von TLR an der 
Immunkompetenz bei bakteriellen und viralen Erregern, die im Rahmen der 
Transplantation zusätzlich durch eine immunsuppressive medikamentöse Therapie 
vermindert wird [18]. 
In den demographischen Daten unseres Kollektivs erfassten wir CMV- und bakterielle 
Harnwegsinfekte, wobei diese keine Assoziation mit einer Diplotypgruppe zeigten. 
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Ebenso zeigten Palmer et al. signifikant verminderte akute Abstoßungsereignisse bei 
Patienten, deren Spenderorgan heterozygot für die Asp299GLy und Thr399Ile Allele 
waren, verglichen mit dem Wildtyp [20]. Jedoch bestand kein Zusammenhang mit den 
Empfänger TLR4 Allelen. Diese Ergebnisse lassen auf eine TLR4 vermittelte Aktivierung 
des angeborenen Immunsystems in der gespendeten Niere schließen [20]. In unserer 
Arbeit, in der wir die Signaltransduktionsmoleküle des Organempfängers untersuchten, 
bestand kein Zusammenhang zwischen einem einzelnen Polymorphismus oder einer 
unserer Diplotypgruppen und einem verstärkten Auftreten von akuten 
Rejektionsepisoden. Dies könnte darauf beruhen, dass die Aktivierung in diesem Fall 
über die TRIF-abhängige Signalkaskade zur Aktivierung von Interferon regulatory factor 
3 (IRF3) führt.  
4.2  Transplantatüberleben 
Anders als bei Müller-Steinhardt et al., der einen signifikanten Zusammenhang 
zwischen einem Polymorphismus im IL-6 Gen und dem Transplantatüberleben fand, 
konnten wir für Interleukin-6 „low producer“ kein besseres Langzeitüberleben in 
unserer Population zeigen [69-71]. Dabei war die Zahl der Studienteilnehmer in unserer 
Untersuchung gut doppelt so groß und es wurden hier auch keine Patienten 
ausgeschlossen, wie dies bei Müller-Steinhardt et al. der Fall war [69-71]. In unserer 
Arbeit konnte keine kausale Verknüpfung einer individuellen genetischen Variante und 
dem Transplantatüberleben gezeigt werden, was auf das Vorliegen eines MyD88- und 
MAL- unabhängigen Aktivierungswegs hindeutet, wie oben beschrieben.  
Bei TLR3 und TLR4 wurde eine intrazelluläre Signalübertragung durch die beiden 
Moleküle TRAM und TRIF nachgewiesen. Ein endogener Ligand bei TLR3 ist mRNA, bei 
TLR4 HSP60, HSP70, Heparansulfat, Hyaluronsäure und weitere. Da diese während der 
inflammatorischen Reaktion bei Nierentransplantation auftreten, ist diese Variante der 
TLR-Signalübertragung gut vorstellbar [72]. Zudem erklärt dies auch, warum in unserem 
Versuchssetting keine Assoziation bestand, in dem wir nur den MyD88-abhängigenTeil 
der TLR-Signalkaskade untersuchten. 
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4.3  Verzögerte Organfunktion (Delayed graft function, DGF) und 
Ischämie-Reperfusionsschaden (IRS) 
Der Ischämie-Reperfusionsschaden ist ein Hauptgrund für die verzögerte 
Organfunktion und induziert die akute sowie chronische Transplantatdysfunktion [1, 58, 
62]. Durch Freisetzung endogener Liganden bei IRS werden nach Reperfusion TLR2 und 
TLR4 aktiviert sowie eine Inflammation initiiert und verstärkt [3]. 
So wiesen TLR4-/- oder MyD88-/- Mäuse keine Nierenfunktionsverschlechterung sowie 
keinen tubulären Schaden auf und zeigten einen verminderten Einstrom von 
Neutrophilen und Makrophagen sowie weniger Ausschüttung von Zytokinen und 
Chemokinen. Dieser Einfluss auf den Ischämie/Reperfusionsschaden war nachweislich 
durch Fehlen von TLR4 und MyD88 kausal bedingt [25, 60]. Da hier TLR4 untersucht 
wurde, von dem wie oben genannt ein zweiter, MyD88-unabhängiger Signalweg 
existiert, ist es denkbar, dass die Signaltransduktion über diesen erfolgt. Dies würde 
ebenfalls den fehlenden Einfluss in unserer Studie erklären, in der lediglich die MyD88-
abhängige Signalübertragung überprüft wurde. 
Leemans et al. untersuchten die Rolle von TLR2 beim Ischämie/Reperfusions-Schaden, 
indem sie eine verminderte inflammatorische Antwort auf IRS bei TLR2 -/- Mäusen in 
vivo zeigen konnte. Außerdem konnte diese Gruppe durch eine anschließende 
„antisense oligonucleotides“-Blockierung von TLR2 einen Schutz vor renaler 
Dysfunktion, der Einwanderung von Neutrophilen sowie der Apoptose tubulärer Zellen 
nach Reperfusion nachweisen [54]. Analog hierzu zeigten Wu et al. im Mausmodel eine 
vermehrte Freisetzung endogener Liganden und eine verstärkte Exprimierung von TLR4 
auf Tubulusepithelzellen, nach einem Ischämie/Reperfusionsschaden [60]. Sie fanden 
auch den Nachweis für eine MyD88-abhängige Signalübertragung innerhalb dieser 
Rezeptoren. Dem zur Folge waren Mäuse ohne TLR4 bzw. seinem Adaptermolekül 
MyD88 vor einer schlechten Nierenfunktion und einem zellulären Schaden geschützt. 
In beiden Arbeiten wurden die Nieren durch zeitlich begrenzte simulierte Ischämie mit 
Abklemmung der A. renalis der Versuchstiere, einem IRS unterzogen und anschließend 
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nach Reperfusoin die Organe untersucht. Dieser Versuchsaufbau unterscheidet sich von 
unserem dadurch, dass in unserer Arbeit die Empfänger und nicht die „gespendeten“ 
Organe, wie bei Leemanns und Wu, untersucht wurden [54, 60]. Dies zeigt den starken 
Einfluss des organeigenen angeborenen Immunsystems und die starke Expression 
endogener Liganden nach einem IRS. 
Zusätzlich konnten Krüger et al. den Einfluss von TLR4 im Spenderorgan in Verbindung 
mit dem Ischämie/Reperfusionsschaden und der damit verbundenen verzögerten 
Transplantatfunktion nachweisen [25]. Dazu untersuchte diese Gruppe 
Transplantatnieren durch Biopsie auf die Expression von TLR4 vor und nach 
Organanastomose bei Lebend- und Leichennierenspenden. Die untersuchten „Loss-of-
function“ Mutationen im TLR4-Gen (Asp299Gly, Thr399Ile), weisen, wie vorher bereits 
von anderen Gruppen gezeigt, eine geringere Expression proinflammatorischer Gene 
sowie eine sofortige Organfunktion auf [25]. 
Diese in vitro sowie in vivo erzielten Ergebnisse zeigen eine enge Verbindung zwischen 
den TLRs und der Transplantatfunktion, wodurch sich eine mögliche 
Behandlungsmöglichkeit und Prävention eines Ischämie/Reperfusionsschadens in der 
Zukunft durchführen ließe. Da nur vier Signaltransduktionsproteine im humanen 
Immunsystem nachgewiesen wurden, hätten diese eine spezifische Zielstruktur einer 
möglichen inhibierenden pharmakologischen Therapie ergeben, ohne dass aufwendig 
für jeden TLR ein individuelles Therapeutikum notwendig gewesen wäre. Im 
Unterschied zu den hier zitierten Studien, die das Transplantat-/Spenderimmunsystem 
untersuchten, war in unserer Studie das angeborene Immunsystems des 
Organempfängers Gegenstand der Untersuchung. Dabei bestand jedoch kein 
signifikanter Unterschied von polymorphen Signaltransduktionsmolekülen innerhalb 
der TLR und dem Transplantatüberleben. 
4.4  Arteriosklerotische Ereignisse 
Ducloux zeigte für nierentransplantierte Patienten mit einem TLR4 Polymorphismus ein 
niedrigeres Risiko für ein arteriosklerotisches Ereignis nach Transplantation und 
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Transplantat-Abstoßung, jedoch weisen sie eine höhere Zahl schwerer Infektionen auf 
[18]. Diese Patientengruppe könnte von einer geringeren medikamentösen 
Immunsuppression profitieren, wodurch der Infektionsschutz ebenso verbessert würde.  
In diesem Zusammenhang zeigten diese eine verminderte Inflammation in Verbindung 
mit den bekannten Polymorphismen in TLR4 Asp299Gly und Thr399Ile, wobei weniger 
proinflammatorische Zytokine, Akute-Phase Proteine und lösliche Adhäsionsmoleküle 
gebildet werden [73]. Verbindet man diese Ergebnisse mit denen von Krüger et al., der 
einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem CRP als Inflammationsmarker und 
arteriosklerotischen Ereignissen herstellte [74], so stellen die polymorphen TLR einen 
Schutz vor kardiovaskulären Ereignissen dar. Analog hierzu zeigten Corr et al. für den 
Asp-299Gly Polymorphismus erniedrigte Serum-Werte für die Inflammationsmarker IL-
6, interzelluläres Zell-Adhäsions-Molekül 1 (ICAM1), vaskuläres Zell-Adhäsions-Molekül 
1 (VCAM1) und E-Selektin [75]. Das Risiko einer bakteriellen Infektion war bei diesen 
Patienten höher, jedoch trugen sie durch den TLR-Polymorphismus einen Schutz vor 
arteriosklerotischen Ereignissen in sich [73, 76].  
Diese Ergebnisse ließen sich nicht auf die gefundenen genetischen Varianten des Mal- 
oder MyD88-Genes übertragen. Keine der untersuchten SNPs zeigte eine Assoziation 
mit kardiovaskulären Ereignissen oder bakteriellen Infekten. 
4.5  Die Rolle der Toll-like Rezeptoren und ihre Signaltransduktions-
moleküle als pharmakologische Zielstrukturen zur Eindämmung 
von Infektionen und sterilen Inflammationen bei NTX 
Die mit dem IL-1R strukturverwandten TLRs sind Ziele natürlicher Agonisten und 
Antagonisten sowie synthetischer Moleküle, welche eine stärkere Wirkung oder eine 
Blockade des Rezeptors hervorrufen. Das „Toll-interacting“ Protein (Tollip) inhibiert die 
IL-1 sowie TLR-2- und TLR-4-induzierte Signalübertragung. Außerdem hat der IL-1R-
Antagonist Kineret™ (Anakinra) einen Vorteil bei der Behandlung der Rheumatoiden 
Arthritis gezeigt [77]. Die medikamentöse Beeinflussung der TLR lässt sich auch auf die 
Ebene des Signaltransduktionsweges und seiner Moleküle anwenden. Da die 
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unterschiedlichen TLR nach dem derzeitigen Kenntnisstand nur über vier primäre 
Signaltransduktionsmoleküle verfügen, ist es denkbar diese als medikamentöse 
Zielstrukturen zu nutzen. 
Durch den Nachweis einer Beziehung zwischen polymorphen 
Signaltransduktionsmolekülen und dem Verlauf der Organfunktion nach 
Transplantation, ließe sich eine einfache Methode entwickeln, diese Moleküle als 
Angriffspunkt einer pharmakologischen Therapie zu verwenden, wie bei der 
rheumatoiden Arthritis bereits im Blickpunkt experimenteller medizinischer Forschung 
geschehen [77]. 
Bowie et al. konnten nachweisen. dass die Transkription von NFkB, die durch TLR4 und 
den MyD88-abhängigen Signalweg aktiviert wird, durch das virale Molekül A46R 
inhibiert werden kann. Ebenso zeigte er für A52R eine Blockade der IL-1 und TLR4 
assoziierten NFkB-Aktivierung über den MyD88 Signaltransduktionsweg, wobei der 
MyD88 – unabhängige Weg nicht beeinflusst wird [78].  
Zusätzlich konnte in einer anderen Arbeit eine negative Regulierung von MAP-Kinase 
und NFkB, durch Blockierung der TIR-Domänen von MyD88, MAL, TRIF und TRAM als 
Zielstrukturen von A46R kausal nachgewiesen werden [79].  
1995 konnten Beato et al. einen intrazellulären Glukokortikoidrezeptor (GR) als 
Zielstruktur von Glukokortikoiden nachweisen [80]. Dadurch induzieren diese die 
Expression anti-inflammatorischer Proteine wie Lipokortin, Interleukin-1 
Rezeptorantagonist und Interleukin-10. Darüber hinaus kommt es unter 
Glukokortikoideinfluss zu einer vermehrten Expression von IκB-α, einem Inhibitor von 
NFκB. Dies ist ein Zelltypen-spezifisches Phänomen, jedoch konnte in IκB-α aktivierten 
Zellen ein negativer Einfluss auf die TLR Signalübertragung gezeigt werden [80, 81]. Die 
TLR bilden eine Schnittstelle zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem 
und so ist die Unterbrechung der TLR-Signaltransduktion eine wichtige Ursache für die 
enorme immunsuppressive Wirkung von Glukokortikoiden [82]. 
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Dadurch könnte sich eine interessante Möglichkeit ergeben, Krankheiten mit 
nachgewiesener Beteiligung des TLR-Systems mit Glukokortikoiden zu behandeln, 
jedoch ist dies eine bloße Hypothese, die es durch weitere Studien zu beweisen gilt.  
4.6  Hardy-Weinberg Equilibrium 
Der SNP MAL19 (rs625413) befand sich nicht im Hardy Weinberg Equilibrium und ist 
somit nicht normal verteilt. Unabhängig davon ist es möglich, die Gewichtung 
unterschiedlicher genetischer Varianten sowie einzelner Polymorphismen zu bewerten.  
Unsere Studienpopulation hat denselben genetischen Ursprung und deshalb sollten 
alle SNPs im Hardy-Weinberg Equilibrium verteilt sein, jedoch ist diese Annahme, wie 
von Lee diskutiert, nicht immer zutreffend [83]. So ist es denkbar, dass SNPs, abhängig 
vom individuellen Alter, einem natürlichen Abnutzungsprozess unterliegen. Diese 
Relation zum Alter ist eventuell bei Genen der Fall, die für grundlegende Prozesse, wie 
Immunfunktion, Embryonalentwicklung, Apoptose und DNA-Reperatur verantwortlich 
sind [84]. 
Xu ging von der Möglichkeit einer fehlerhaften Genotypisierung, als Ursache einer 
Abweichung vom Hardy-Weinberg Equilibrium aus. In seiner Literaturrecherche, die 75 
Artikel mit insgesamt 133 SNPs untersuchte, befanden sich 12 % der gefundenen SNPs 
nicht im Hardy-Weinberg Equilibrium. Dies konnte auf Fehlklassifizierungen 
zurückgeführt werden [85].  
Da die meisten Erkrankungen wahrscheinlich eine genetische Komponente haben, iste 
es wohl zu einfach einen SNP, der sich nicht im Hardy-Weinberg Equilibrium befindet, 
als technischen Fehler in der Versuchsdurchführung zu klassifizieren, vor allem wenn 
dabei Umwelteinflüsse und chromosomale Alterungsprozesse vernachlässigt werden.  
4.7  Schlussfolgerung 
In dieser Arbeit untersuchten wir den möglichen Einfluss mehrerer Polymorphismen im 
TLR-Signaltransduktionssystem und seine potentiellen Effekte auf den Verlauf post 
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transplantatonem. Hierbei zeigte keiner der definierten Endpunkte eine Assoziation mit 
einer Diplotypgruppe. Da hier nur der MyD88-abhängige Signaltransduktionsweg 
Gegenstand der Studie war, gilt es im Weiteren auch den TRIF-abhängigen Pfad und 
seinen möglichen Einfluss auf das Transplantat- sowie Patientenüberleben zu 
untersuchen. 
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5. Zusammenfassung 
Der „Goldstandard“ der Therapie einer terminalen Niereninsuffizienz stellt die allogene 
Transplantation dar. In den letzten Jahren konnten vielerlei Probleme, insbesondere 
innerhalb des ersten Jahres, zunehmend besser beherrscht werden, resultierend in 
akuten Rejektionsraten von 10-15 % und weniger in klinischen Studien bei der 
Nierentransplantation. Der Langzeitverlauf konnte bisher jedoch kaum durch die 
Erfolge in der Frühphase beeinflusst werden. Neben „klassischen“ spender- und 
empfängerspezifischen Einflussgröβen wie z.B. Hirntod, kalter Ischämiezeit oder 
präformierter reaktiver Antikörper (PRA), fanden sich in den letzten Jahren zunehmend 
Faktoren die durch genetische Variationen determiniert sind. Hierbei konnte in 
zahlreichen Publikationen die allgemeine Bedeutung von Polymorphismen für die 
Transplantat- und/oder Patientenmortalität/morbidität dargestellt werden.  
Unsere Aufmerksamkeit gilt in dieser Arbeit den Toll-like Rezeporten (TLR), 
insbesondere dem MyD88-abhängigen, intrazellulären Signalübertragungsweg. TLR 
werden einerseits durch Zellen des Immunsystems, andererseits auch durch 
Parenchymzellen wie z.B. den renalen Tubulus-, den Glomerulus- oder den 
Mesangialzellen exprimiert. In unterschiedlichen Studiendesigns konnten Assoziationen 
mit der Morbidität/Mortalität nach Transplantation gefunden werden (Leberstudien). 
Neben exogenen Liganden, etwa bakterielle Bestandteile, können auch endogene 
Liganden, wie z.B. das HMGB1, Fibrinogen oder Hyaluronsäure, eine Aktivierung der 
TLRs bewirken und so letztendlich zu einer sterilen Inflammation führen. Die 
Signaltransduktion erfolgt dabei über die 4 wichtigsten, im humanen Genom kodierten 
intrazellulären Adaptorproteine der TLRs: MyD88, MAL (TIRAP), Tram (TICAM-2) und 
TRIF (TICAM-1).  
Diese Arbeit soll die Interaktion von Polymorphismen im Signaltransduktionsweg, auf 
Ebene ihrer beiden wichtigsten Adaptorproteine MyD88 und MAL, zwischen Donor und 
Empfänger evaluieren. Dabei konnte bereits in unterschiedlichen Projekten ein 
Zusammenhang von Polymorphismen innerhalb TLR2 und TLR4 und dem Verlauf nach 
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NTx gezeigt werden. Es gibt jedoch noch keine Arbeiten über den Einfluss von 
Polymorphismen der Signaltransduktionsmoleküle MyD88 und MAL auf das Outcome. 
Da alle TLRs, außer TLR3, für die Signaltransduktion MyD88 und MAL benötigen, 
wählten wir diese beiden aus, um die meisten TLRs in unserem Setting abzudecken. 
Mögliche genetische Variationen der Signaltransduktionsmoleküle  tragen zum einen 
zu einem besseren Verständnis des innatalen Immunsystems bei, zu anderen könnten 
sie künftig eine gute Möglichkeit darstellen, die immunologische Antwort im Rahmen 
einer Nierentransplantation pharmakologisch zu blockieren. 
Anfangs suchten wir mögliche Polymorphismen mit Hilfe einer PCR Methode (s.o.). 
Dadurch erhielten wir sieben SNPs und eine Deletion/Insertion  für MAL sowie einen 
SNP für MyD88. Anschließend musste eine Lösung für die große Anzahl an möglichen 
Haplotypkonstellationen gefunden werden, da sonst trotz ausreichender Kollektivgröße 
keine adäquate/handhabbare Gruppengröße erreicht werden konnte. Deshalb führten 
wir in einem weiteren Schritt eine Linkageuntersuchung der Haplotypen durch, um die 
hohe Zahl der SNPs durch die Zusammenfassung zueinander in Beziehung stehender 
SNPs zu minimieren. Danach bildeten wir drei unterschiedliche Gruppen von 
Diplotypen, deren SNPs in einer hohen Abhängigkeit zueinander standen. Dies 
ermöglicht neben einer Reduktion der generierten Haplotypen ein besseres Verständnis 
der zentralen Bereiche einzelner Gene, sowie eine Reduktion der tatsächlichen 
Bestimmung genetischer Variationen, das wiederum einen entscheidenden Einfluss auf 
Bearbeitungskosten und –zeit mit sich bringt. Nach der Definition der entsprechenden 
Haplotypen/Diplotypen, respektive genetischen Variationen, stand uns ein 
Patientenkollektiv von 352 konsekutiv eingeschlossenen Patienten mit einer 
erstmaligen Nierentransplantation zur Verfügung  
In dieser Arbeit konnte keine Assoziation genetischer Varianten in zwei 
Signaltransduktionsmolekülen des TLR-Systems, nämlich MyD88 und MAL, bei 
erstmalig nierentransplantierten Patienten mit deren Outcome gezeigt werden. Es 
fanden sich keine geschlechtsabhängigen Unterschiede sowie Unterschiede nach 
Aufteilung der Studienpopulation in Haplotypen und Diplotypen. Weiterhin fanden wir 
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keinen Zusammenhang eines Haplotypen oder Diplotypen mit der Häufigkeit einer 
akuten Rejektion, einer verzögerten Transplantatfunktion, dem Patienten- und 
Organüberleben sowie dem Auftreten von kardiovaskulären Ereignissen oder 
Todesursachen nach Nierentransplantation. 
Bei der Untersuchung eines möglichen Einflusses von Polymorphismen im TLR-
Signaltransduktionssystem und seine potentiellen Effekte auf den Verlauf post 
transplantatonem zeigte keiner der definierten Endpunkte eine Assoziation mit einer 
Diplotypgruppe. Da hier nur der MyD88-abhängige Signaltransduktionsweg 
Gegenstand der Studie war, gilt es im Weiteren auch den TRIF-abhängigen Pfad und 
seinen möglichen Einfluss auf das Transplantat zu untersuchen. 
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7 Anhang 
 
Anhang 1A: MAL Primerpaare 
 
forward reverse 
MAL - 1 5'-GTC TCC CGG GTC  TGG ACT-3' 5'-TCG GTG GGG CCG GGA CTC T-3' 
MAL - 2 5'-GAT TAC AGG CGT GAG CCA TT-3' 5'-GAT GGC GGA CAC TCT TTC AG-3' 
MAL - 3 5'-CCA GCC TTT CAC AGG AGA AG-3' 5'-GGG AGG TTG TCA GAC TGC TT-3' 
MAL - 4 5'-CGA TGG GTC TAT GGA TGG AG-3' 5'-ATA TTC GGG ATC TGG GGA AG-3' 
MAL - 5 5'-CCT TCT TCT GCC ATT TCA GG-3' 5'-GAG ATT AGG GCC AGA CAC GA-3' 
MAL - 6 5'-ACT TCG CAG AGC TCA TCC AT-3' 5'-GTT CCA CTC ACC AGC CAT CT-3' 
MAL - 7 5'-GTC TCA CGG GGC TAG TTT TG-3' 5'-TGC GTC TCT CTG AGT TTG GA-3' 
MAL - 8 5'-AGT GAG AGG GCA CCT GGT AA-3' 5'-CTC CAG CGA CTA CTG CCA CT-3' 
MAL - 9 5'-GCT GAA GAA GCC CAA GAA GA-3' 5'-GCT GCC TTC CAA GTA GGA GA-3' 
MAL - 10 5'-ACT ATG ACG TCT GCG TGT GC-3' 5'-CTG CAG CAT CTG GTA CTT GC-3' 
MAL - 11 5'-GCC AGG CAC TGA GCA GTA GT-3' 5'-ACT TGA CGA AAG CCA CCA TC-3' 
MAL - 12 5'-AGC TGC CTA CCC ACC TGA G-3' 5'-AAT AAG TGC AGG AGC CAG GA-3' 
MAL - 13 5'-GAC CTG TTG GGG AAA ACA GA-3' 5'-CAA AGC GCT GTG ACT CAC TC-3' 
MAL - 14 5'-CCC GGA AAT TGG AGT GAA G-3' 5'-AGC TTC CTC ATG GCT TTC CT-3' 
MAL - 15 5'-CCA TTA CTG TGG GCT CCC TA-3' 5'-CCT GTC CAG TTA GGC AGG AG-3' 
MAL - 16 5'-GCC AGA AAT TGG AGG TGG TA-3' 5'-CTT TCT CCT GAT GCC CAT TC-3' 
MAL - 17 5'-GCA CTG GCG TAC ACT GGT AT-3' 5'-CAG TGC TGA CTG CAT CTT CC-3' 
MAL - 18 5'-GAA TGG GCA TCA GGA GAA AG-3'   
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Anhang 1B: MyD88 Primerpaare 
 
forward reverse 
MyD88-1 5'-CCT CGA GAC CTC AAG GGT AG-3' 5'-AGG GAG GAT GTG GAG GAG AC-3' 
MyD88-2 5'-CCG CAG GAG AAA GAG GAA G-3' 5'-CGC ACG TTC AAG AAC AGA GA-3' 
MyD88-3 5'-TCC TCC ACA TCC TCC CTT C-3' 5'-GCA GTC GGC CTA CAG AGG-3' 
MyD88-4 5'-TAC TTG GAG ATC CGG CAA C-3' 5'-TCT CCA TGG GAG ACA GGA T-3' 
MyD88-5 5'-AGG AGG CTG AGA AGC CTT T-3' 5'-CAG CCC ATC TGC TTC AAA C-3' 
MyD88-6 5'-AGA ACA ACC CAG CCA GAG G-3' 5'-AGG GGG TCA TCA AGT GTG-3' 
MyD88-7 5'-AGG GCA CTT TCT CTG AGG AG-3' 5'-CTC CTG CAC AAA CTG GAT G-3' 
MyD88-8 5'-CAG TTT GTG CAG GAG ATG A-3' 5'-CAC AGC TAG GAG GAG ATG-3' 
MyD88-9 5'-GCC CTT CCT GAA GCT ATT CC-3' 5'-GGA AGG CTG ACA ATC CAG AG-3' 
MyD88-10 5'-TGC CAG GGG TAC TTA GAT GG-3' 5'-GGT TGG TGT AGT CGC AGA CA-3' 
MyD88-11 5'-TGA TCC CCA TCA AGT ACA AGG-3' 5'-GCA CAG ATT CCT CCT ACA ACG-3' 
MyD88-12 5'-TGC CCT GAA GAC TGT TCT GA-3' 5'-TCA CAG CCA CTG GTT CCA T-3' 
MyD88-13 5'-TGC CAG GGG TAC TTA GAT GG-3' 5'-CTG TTC TTC CCA TCC CAC T-3' 
MyD88-14 5'-TGC CTC CTC CTT TCG TTG TA-3' 5'-GGC TCT GCT GGT CCT TCT TA-3' 
MyD88-15 5'-GCA TGT CCA CTT GCT GGA TT-3' 5'-ACC CAG AGCTAT GCT TCA CC-3' 
MyD88-16 5'-CAG CTC TGA GCC ATT CAC AC-3' 5'-GGC ATC ACT GTG GAA GAA GC-3' 
MyD88-17 5'-CTG GCT GTT GCT GGA CTA CA-3' 5'-AAG CTG GGA GGT GTG AAA GA-3' 
MyD88-18 5'-CCA TTC CAC TTC CTC CTT CC-3' 5'-GAA ATG AAA AGC AGC CCA AG-3' 
MyD88-19 5'-CCT AAT GGG TCC ACC TCT CA-3' 5'-TGA CTC ATC CCC AGA ACT CA-3' 
MyD88-20 5'-CTT GGG CTG CTT TTC ATT TC-3' 5'-GGC AGG AGG CTT TTA TAT GG-3' 
MyD88-21 5'-CAG AGA GCT TTC CCA CCA AC-3' 5'-GAC ATG GTT AGG CTC CCT CA-3' 
MyD88-22 5'-ACA CAG GCA CCA GCA TAC AC-3' 5'-TCC TCC TCT CTC TGT GCT TCA-3' 
MyD88-23 5'-TGA ACA AAA ATT GGG CAC TC-3' 5'-TTG CTC TGG GAA AAG GAG AG-3' 
MyD88-24 5'-AGC ACA GAG AGA GGA AGA GAG C-3' 5'-GGC TGA AAG TGG AGC AAA GA-3' 
MyD88-25 5'-TAC CCT CAG GCT GTC CTC TG-3' 5'-ATG GCA GCT AAA TGC CTC AA-3' 
MyD88-26 5'-CCA GGA TGG AGC AAG GTA -3' 5'-TGG CAA ATA TCG GCT TTT CT-3' 
 
Anhang 
61 
 
Anhang 2: MAL- und MyD88-Primer mit Ergebnis der Gradienten-PCR 
Primer Temp in °C Primer Temp in °C 
MAL-1 51 MyD88-1 59 
MAL-2 61 MyD88-2 55 
MAL-3 51 MyD88-3 55 
MAL-4 55 MyD88-4 55 
MAL-5 58 MyD88-5 57 
MAL-6 56 MyD88-6 57 
MAL-7 55 MyD88-7 51-58 
MAL-8 51 MyD88-8 51-56 
MAL-9 58 MyD88-9 51-62 
MAL-10 55 MyD88-10 51-62 
MAL-11 56 MyD88-11 51-58 
MAL-12 56 MyD88-12 51-58 
MAL-13 55 MyD88-13 53-62 
MAL-14 56 MyD88-14 51-60 
MAL-15 55 MyD88-15 51-60 
MAL-16 56 MyD88-16 51-60 
MAL-17 61 MyD88-17 57 
MAL-18 55 MyD88-18 50 
MAL-19 56 MyD88-19 51 
MAL-20 51 MyD88-20 51 
  MyD88-21 53-58 
  MyD88-22 50 
  MyD88-23 55 
  MyD88-24 57 
  MyD88-25 53-62 
  MyD88-26 51-58 
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Anhang 3: Temperaturprofil der real-time PCR 
 
Zyklus Temperatur Zeit 
Denaturierung/Aktivierung  
1 95 °C 4 Minuten 
Amplifikation  
30 -40 Denaturierung 
 
 
95 °C 30 Sekunden 
Annealing 45 bis 65 °C 30 Sekunden 
Elongation 72 °C 45 Sekunden – 3 Minuten 
Schlusszyklus  
1 72 °C 7 Minuten 
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